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総緒 
 
有性⽣殖を⾏う脊椎動物では，雄は精⼦を産⽣する器官として精巣を，雌は
卵⼦を産⽣する器官として卵巣を有している。精巣の基本的な構造は脊椎動物
間で類似しており，体細胞であるセルトリ細胞が集合して⽣殖細胞を取り囲み，
その内部で⽣殖細胞の増殖・分化を経て精⼦が形成される。セルトリ細胞の外
側は平滑筋に似た収縮性の筋様細胞に覆われ，それらの間には基底膜が形成さ
れる。それらの周囲にはステロイドホルモン産⽣細胞や⾎管などが存在する
（França et al., 2016）。 
精巣も卵巣も共通の未分化⽣殖腺から⽣じ，その形成は中腎の腹内側に位置
する体腔上⽪が直下の間充織へと移⾏することで開始される。また，中腎領域
の間葉細胞も同じ間充織領域に集まることで，⽣殖隆起が体腔へと突出するよ
うになる。この体腔上⽪の間充織への移⾏に関する機構はいずれの脊椎動物に
おいても不明であったが，ニワトリ胚を⽤いた最近の研究により，その開始機
構が明らかになった。すなわち，ニワトリ胚の発⽣初期である E2.0（embryonic 
day 2.0）において，内胚葉から分泌される SHH（sonic hedgehog）によって，隣
接する側板中胚葉腹内側領域における局所的な BMP4（bone morphogenetic 
protein 4）シグナリングの活性化が誘導され，上⽪細胞の間充織への移⾏やそれ
に続く⽣殖細胞の定着を含めた⽣殖腺形成が開始される（Yoshino et al., 2016）。
その SHH や BMP4 のシグナルが阻害されると⽣殖腺は形成されず，GATA4
（GATA binding protein 4）や LHX9（LIM homeobox protein 9）の発現も誘導され
ない。これらを含むいくつかの遺伝⼦では，各ノックアウトマウスにおける⽣
殖腺形成の阻害が報告されている（Hu et al., 2013; Birk et al., 2000）ことから，
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少なくとも⿃類では，内胚葉から分泌された SHH に始まるシグナリングが⽣殖
腺形成開始のマスター遺伝⼦であることが推察される。また，哺乳類をはじめ
とした脊椎動物における⽣殖腺形成にも Gata4 や Lhx9 の発現誘導に関連した重
要な働きを有している可能性が考えられる。さらに，このようにして形成され
る未分化⽣殖腺は，はじめ体軸に沿って細⻑い形態を取る。これは，胚体外から
移動してくる⽣殖細胞を⽣殖腺に効率よく取り込むための構造であると考えら
れているが，その⼤きさを正しく規定するには⼀次繊⽑の存在が必要である
（Wainwright et al., 2014）。 
脊椎動物において精⼦および卵⼦の元となる始原⽣殖細胞（PGC）ははじめ，
⽣殖腺を含む胚体内のいずれの領域においても認められない。⽣殖細胞が形成
される時期・領域は脊椎動物種間で異なるが，いずれも発⽣の初期に胚体外の
特定の領域で⽣じる。このように胚体外で形成された PGC は⽣殖腺へと移動す
る必要があり，⿂類，両⽣類では，細胞外基質や化学誘引物質によって作られた
道筋をアメーバ様に遊⾛することで⽣殖腺へと到達する。系統発⽣学的に離れ
た哺乳類においても同様の様式が採⽤されている。⼀⽅で，爬⾍類および⿃類
では，PGC は胚体外の⽣殖三⽇⽉環と呼ばれる領域において⽣じた後，その領
域に形成される⾎管に侵⼊し，⾎流に乗って⽣殖腺が形成される領域へと移動
する。その後，⾎管から這い出した PGC は，他の脊椎動物と同様に化学誘引物
質の濃度勾配に従って遊⾛し，⽣殖腺へ定着する（Gilbert, 2010; Barton et al., 
2016）。 
⽣殖腺に定着した⽣殖細胞は雄では最終的に精⼦へと分化するが，その様式
にはセルトリ細胞によって形成される管腔構造の違いに起因する種差がみられ
る。すなわち，⿂類および両⽣類を含む無⽺膜類における包囊性精⼦発⽣と，爬
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⾍類，⿃類および哺乳類を含む⽺膜類における⾮包囊性精⼦発⽣である（França 
et al., 2016）。包囊性精⼦発⽣では，セルトリ細胞によって作られた包囊に未分
化精祖細胞が取り囲まれ，その包囊腔内で精祖細胞が増殖，分化することで精
⼦が形成される。⼀⽅，⾮包囊性精⼦発⽣では，セルトリ細胞は上⽪様の極性を
有し，それらによって形成された管腔内には精⼦のみが存在する。精祖細胞，精
⺟細胞，精⼦細胞はセルトリ細胞間に埋め込まれる形で存在し，精⼦発⽣は精
祖細胞の位置する基底側から遊離縁側に向かって進⾏する。また，節⾜動物で
あるショウジョウバエ（Papagiannouli and Lohmann, 2015; Greenspan et al., 2015）
やカイコガ（Toshimori et al., 1979; Sakai et al., 2016）における精⼦発⽣は無⽺膜
類のそれと同様に包囊性である。 
脊椎動物における⽣殖細胞の⽣殖腺への定着機構ならびに精⼦発⽣機構には，
上記のごとくいくつかのパターンがみられるが，未分化⽣殖腺が精巣または卵
巣への分化を決定する機構も多様である。その機構は「性決定」と呼ばれ，⼤き
く「遺伝性決定」と「環境性決定」に分けられる（Trukhina et al., 2013）。 
遺伝性決定は，受精の際に受け継いだ性染⾊体の構成によって性が決定され
る様式であり，脊椎動物の中でこの様式を採⽤している種は⿂類から哺乳類に
おいて確認されている。遺伝性決定を⾏う哺乳類において，雄だけが有する Y
染⾊体上に精巣化を決定する因⼦が存在すると想定され，その探索が⾏われた
結果，1990 年にヒト Y 染⾊体短腕上に存在する SRY（sex determining region Y）
が精巣化決定因⼦として同定された（Sinclair et al., 1990）。その翌年に，マウス
で Sry を遺伝的雌個体（XX）に導⼊することで精巣が形成されたことから，
SRY/Sry が哺乳類における性決定遺伝⼦として確認された（Koopman et al., 1991）。
その後，他の脊椎動物種においても相同遺伝⼦の探索が⾏われたが SRY/Sry は発
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⾒されず，10 年以上もの間，遺伝性決定を⾏う他の種における性決定遺伝⼦は
同定されなかった。そのような状況で，2002 年に⿂類であるメダカの性決定遺
伝⼦が報告されたが，その遺伝⼦は SRY/Sry とは無関係の DM-Y（Y-specific 
doublesex- and mab-3-related transcription factor）であった（Matsuda et al., 2002）。
これら⼆つの遺伝⼦は精巣化を誘導する遺伝⼦であるが，次いで発⾒された性
決定遺伝⼦は両⽣類であるアフリカツメガエルの DM-W（W-linked doublesex- and 
mab-3 related transcription factor）であり，現在までに確認されている中で唯⼀の
卵巣化を誘導する性決定遺伝⼦である（Yoshimoto et al., 2008）。 
2012 年には⿂類において性決定遺伝⼦またはその候補が相次いで報告された
（Kikuchi and Hamaguchi, 2013）。哺乳類ではミュラー管を退縮させる AMH（anti-
Müllerian hormone）遺伝⼦がパタゴニアペヘレイでは⼆つ存在し，そのうちの⼀
つが雄特異的に存在すること，ならびに⽣殖腺の性決定以前から遺伝的雄個体
で発現することが明らかとなり，Amhy（Y chromosome-specific amh）と名付けら
れた。さらに，その機能阻害実験により卵巣が形成されたことから，パタゴニア
ペヘレイでは Amhy が精巣化誘導遺伝⼦として働くことが⽰唆された（Hattori et 
al., 2012）。上記 3 種の性決定遺伝⼦は転写因⼦をコードするものであったこと
から，転写因⼦以外の因⼦が性決定に働くことを報告した初めてのものである。
この AMH の受容体は Amhr2（anti-Müllerian hormone type 2 receptor）であるが，
トラフグでは，X および Y 染⾊体上に存在する Amhr2 における 1 個の⼀塩基多
型が性別と相関することが明らかとなった。その多型により，翻訳されるタン
パク質の kinase domain に 1 個のアミノ酸置換を⽣じ，そのシグナル伝達能が X
染⾊体由来のものでは低かった（Kamiya et al., 2012）ことから，トラフグにおけ
る性決定遺伝⼦として Amhr2 が有⼒視されている。 
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メダカの近縁種であるハイナンメダカおよびルソンメダカも遺伝性決定を採
⽤しており，ハイナンメダカにおいては DM-Y の存在が確認された（Tanaka et 
al., 2007）。⼀⽅で，ルソンメダカにおいては TGF-β（transforming growth factor 
beta）スーパーファミリーに属する Gsdf（gonadal soma derived factor）が性決定
遺伝⼦の候補として挙げられている。この遺伝⼦は X および Y 染⾊体のどちら
にも存在するが，プロモーター領域の差異により Y 染⾊体上の Gsdf が雄特異的
に⾼発現することで精巣化の誘導に関わることが⽰唆されている（Myosho et al., 
2012）。ニジマスでは，遺伝的雌個体における機能獲得実験ならびに遺伝的雄個
体における機能喪失実験の結果から，sdY（sexually dimorphic on the Y chromosome）
が精巣化誘導遺伝⼦として性決定に関わっていることが強く⽰唆されている
（Yano et al., 2012）。 
ほぼ同時期に発表されたこれら⿂類の性決定遺伝⼦の中でも，ルソンメダカ
における Gsdf とニジマスにおける sdY は性決定遺伝⼦の進化を考察する上でと
くに重要であると考えられる。DM-Y は，メダカ，ハイナンメダカ，およびルソ
ンメダカの共通祖先において 1,000〜1,800 万年前に⽣じたと考えられており，
メダカおよびハイナンメダカにおいて保存されている（Kikuchi and Hamaguchi, 
2013）。しかしながら，この 500 万年以内にハイナンメダカから分岐したルソン
メダカにおいて DM-Y が消失し（Tanaka et al., 2007），代わりに Gsdf が性決定を
司っていることが⽰唆されている（Myosho et al., 2012）。このことと，⿂類にお
ける性決定遺伝⼦の多様性を併せて考えると，少なくとも⿂類における性決定
遺伝⼦の進化は極めて早いことが推察される。また，ニジマスにおいて進化し
た sdY の特異性はその由来にある。sdY は Irf9（interferon regulatory factor 9）遺
伝⼦の重複により⽣じたことが⽰唆されている（Yano et al., 2012）が，免疫に関
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連する遺伝⼦が性決定を司るようになった例は初めての報告である。sdY を除く
性決定遺伝⼦またはその候補はすべて⽣殖腺の発⽣に関与する遺伝⼦に由来す
るため，新しいタイプの性決定遺伝⼦が同定されたことで脊椎動物における性
決定および性分化に新たな側⾯を与えるかもしれない。 
分⼦⽣物学的⼿法の発達に伴って，遺伝性決定を⾏う種における性決定遺伝
⼦の同定が進んできたのに対し，環境性決定を⾏う種における性決定機構には
不明な点が多く残されている。脊椎動物における環境性決定には温度性決定と
社会性性決定がある（Bachtrog et al., 2014; Beukeboom and Perrin, 2014）。温度性
決定では，胚発⽣における特定の温度感受性期間に晒された温度によって⽣殖
腺の運命が決定される。温度性決定は，Charnier が 1966 年に，ある種のトカゲ
（Agama agama）の性⽐が孵卵温度によって影響を受けることを報告したのがは
じめであるとされ，その後，⿂類，両⽣類，爬⾍類において報告されてきた
（Nakamura, 2010）。興味深いことに，⾼い温度で雄になる種だけでなく，⾼い
温度で雌になる種，中間の温度で雄になり⾼い温度および低い温度で雌になる
種などの多様性がみられる。さらに，ある種のトカゲ（Bassiana duperreyi）にお
いては，通常は性染⾊体構成によって性が決まるが，低い温度で孵卵すると XY
個体でも雌になる。すなわち，温度の影響が遺伝的な性の影響を上回ることが
あるとの報告もある（Radder et al., 2008）。⼀⽅，⿂類においては社会性性決定
も報告されており，群れにおいて最⼤で唯⼀の雄個体を除くと，最⼤の雌個体
が雄に性転換する種などが存在する（Kobayashi et al., 2012）。 
これらの環境性決定には性ステロイドホルモンの働きが⾮常に重要であり，
その調節にはテストステロンをエストロゲンへと変換するアロマターゼが密接
に関与する。すべての胚が雌となる温度ではアロマターゼ発現が上昇するが，
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その際にアロマターゼ阻害剤に曝露させると雌ではなく雄が⽣まれる。反対に，
雄となる温度であってもエストロゲンに曝露させると雌が⽣まれる（Miller et al., 
2004）。つまり，雌になる温度でエストロゲンが⾼濃度になり，雄になる温度で
はエストロゲン合成が抑制されることで，それぞれ雌または雄が⽣まれると考
えられる。このように温度によってアロマターゼの発現量を変化させるために
必要な，温度を感知し性決定を司る因⼦は未だ不明である。しかしながら，最近
の研究により，アリゲーターにおいて，温度感受性のイオンチャネルの⼀つで
ある TRPV4（transient receptor potential cation channel subfamily V member 4）の関
与が⽰唆されている（Yatsu et al., 2015）。また，上述の性転換する⿂種では，雄
個体を除いた数時間後に最⼤の雌個体におけるアロマターゼ発現の低下，なら
びにそれに続くエストロゲン濃度の低下が観察されることに加え，実験的にア
ロマターゼ阻害剤に曝露させると成体の雌から雄への性転換が誘導される
（Navara, 2013）。このアロマターゼ発現の低下を誘導する因⼦としては，周囲の
環境を感知した脳から分泌される⻩体形成ホルモンおよび卵胞刺激ホルモンや，
副腎⽪質刺激ホルモンによって誘導されるコルチゾールといったホルモンが有
⼒視されている（Lamm et al., 2015; Liu et al., 2016）。 
これまでに述べた通り，性決定機構は極めて多岐にわたっている。性決定遺
伝⼦として初めて同定された哺乳類の SRY/Sry であるが，他の脊椎動物における
研究が進んだことで，SRY/Sry が属する HMG（high mobility group）ボックス遺
伝⼦が性決定を司るのはむしろ哺乳類のみであることが明らかとなってきた。
⼀⽅で，近年の研究により，遺伝性決定か環境性決定かにかかわらず，根底にあ
る精巣化誘導因⼦は脊椎動物間で共通していることが明らかとなりつつある。
そのような因⼦として着⽬されているのが，DM（doublesex/male-abnormal-3）ド
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メイン遺伝⼦の DMRT1（doublesex and mab-3 related transcription factor 1）であ
る（Matson and Zarkower, 2012）。DM ドメインはショウジョウバエの dsx
（doublesex）および線⾍の mab-3（male abnormal 3）に共通してみられる zinc 
finger モチーフを含む DNA 結合ドメインであり，両転写因⼦はどちらも性決定
および性分化に重要な役割を果たしている。脊椎動物における DM ドメイン遺
伝⼦はいくつか存在し，胚発⽣期および成体の⽣殖腺におけるそれらの発現が
様々な種において報告されている（Bellefroid et al., 2013）。その中でも，⽣殖腺
における役割が最もよく解析されているのは DMRT1 である。DMRT1 は⿂類か
ら 哺 乳 類 ま で ， ⽣ 殖 細 胞 お よ び ⽣ 殖 腺 体 細 胞 に お い て 発 現 し て お り
（Mawaribuchi et al., 2016），とくに体細胞においては遺伝性決定か環境性決定か
にかかわらず卵巣より精巣において⾼発現することが知られている（Ferguson-
Smith, 2007）。哺乳類では DMRT1/Dmrt1 の性決定・分化への関与が議論されて
おり，ヒトでは DMRT1 を含むゲノム領域を⽋失すると精巣形成異常または XY
⼥性が⽣じる（Bellefroid et al., 2013）。⼀⽅，マウスにおいては Dmrt1 をノック
アウトしても性決定には影響せず，⽣後になって精巣から卵巣へ転換するとの
報告（Matson et al., 2011）から，哺乳類では DMRT1/Dmrt1 は精巣化の決定では
なく維持にのみ関与すると考えられてきた。しかしながら，近年，その過剰発現
により遺伝的雌マウスで精巣様構造が形成されることが報告された（Lindeman 
et al., 2015; Zhao et al., 2015）。このことから，DMRT1/Dmrt1 の有する精巣化誘導
能は⿂類から哺乳類まで保存されていると考えられている。また，上述の DM-
Y および DM-W は遺伝⼦重複によって⽣じた余剰の DMRT1 遺伝⼦が変化した
ものであり，DMRT1 発現に対して DM-Y は促進，DM-W は抑制を⾏うことでそ
れぞれ雄化，雌化を誘導すること（Matson and Zarkower, 2012; Bellefroid et al., 2013）
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からも，DMRT1 が精巣化の誘導に重要な役割を有していることが窺われる。実
際，マウス Dmrt1 は DM ドメインを介してプロモーターまたはエンハンサー領
域に直接結合することで，卵巣化に関わる遺伝⼦群［Foxl2（forkhead box L2），
Rspo1（R-spondin 1）/Wnt4（wingless-type MMTV integration site family, member 4）
/β-catenin pathway など］の発現を抑制し，精巣化に関わる遺伝⼦群［Sox9（SRY 
(sex determining region Y)-box 9）, Fgf9（fibroblast growth factor 9）, Dmrt1 など］
の発現を促進する（Matson et al., 2011）。このように精巣化に深く関与する
DMRT1 であるが，最近の研究（Mawaribuchi et al., 2016）により，脊椎動物の祖
先種では⽣殖細胞における役割こそが重要であり，有顎類の⽣殖腺体細胞にお
ける精巣化誘導能は新たに獲得した機能であることが⽰唆されている。このこ
とは，脊椎動物における性決定機構の進化を考える上で⾮常に興味深い。 
脊椎動物の中でも，⿃類の性は性染⾊体構成によって決まることが知られて
いるものの，性決定遺伝⼦の同定を含む性決定機構は⻑きにわたって未解明の
ままであった。しかしながら，近年，精巣化決定因⼦として DMRT1 が着⽬され
ている。⿃類において DMRT1 は，Z 染⾊体上で遺伝⼦量補償を免れている領域
に存在し（Ferguson-Smith, 2007），⽣殖腺に組織学的な雌雄差がみられ始める時
期より前の時点で⽣殖腺体細胞において遺伝的雌個体（ZW）より雄個体（ZZ）
で強く発現する（Raymond et al., 1999）。遺伝的雄個体で DMRT1 をノックダウン
すると卵巣が発⽣し（Smith et al., 2009），反対に遺伝的雌個体でそれを過剰発現
させると精巣様の⽣殖腺が形成される（Lambeth et al., 2014）ことから，DMRT1
が⿃類における精巣化決定遺伝⼦であることが強く⽰唆されている。 
さらに，ニワトリを含むほとんどの⿃類の⽣殖腺においてみられる最も顕著
な特徴として，その左右差が挙げられる。ニワトリ胚の未分化⽣殖腺は上⽪細
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胞層である⽪質と，その下に位置する間充織である髄質とで構成されるが，雌
雄とも右⽣殖腺は単層扁平上⽪で覆われるのに対し，左⽣殖腺では⽪質と呼ば
れる重層化した円柱上⽪層が認められる。その後，性決定が⾏われると，雌では
左卵巣の⽪質がさらに肥厚し卵巣⾃体も⼤きくなるのに対し，右卵巣では⽪質・
髄質共に発⽣が⽌まり，痕跡的なものとして遺残する。雄では左右とも精巣索
が形成される髄質が発達する⼀⽅で，左精巣の⽪質は退⾏し右精巣のそれと同
様に扁平化するため，左右で同様の形態を有する精巣が形成される。（Guioli et 
al., 2014）。 
上記のごとく，⿃類の性決定には DMRT1 が中⼼的な役割を有することが想定
されるものの，その詳細な発現調節機構や機能は不明である。そこで，第 1 章
では DMRT1 の発現に関わる基礎的知⾒を得るため，その発現動態を詳細に検
索した。また，ニワトリ胚の⽣殖腺においてみられる左右差に関する研究は，そ
れが顕著な雌の卵巣に関するものが多く，雄の精巣において退⾏し扁平化する
⽪質に着⽬した研究はほとんどない。第 2 章では，第 1 章で明らかにした DMRT1
の発現動態ならびに雄で退⾏する⽪質に着⽬して，その運命の追跡を試みた。
本研究では，これらの解析を通じて，⿃類における⽣殖腺形成機構の解明を⽬
指し研究を⾏った。 
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第 1 章 
ニワトリ胚の⽣殖腺およびミュラー管における 
DMRT1 の時空間的発現様式 
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⼩緒 
 
⽣殖腺の形成は脊椎動物間で保存された発⽣イベントである。⽣殖腺は側板
中胚葉に由来し，発⽣初期に内胚葉から分泌される SHH に⾼濃度で曝露される
側板中胚葉腹内側領域の上⽪細胞が間充織に移⾏することで⽣殖腺形成が開始
する（Yoshino et al., 2016）。その後，⽣殖隆起と呼ばれる未分化⽣殖腺として左
右中腎の腹内側で体腔に突出するようになり，性決定を経て精巣または卵巣へ
と分化する。ニワトリ胚では，Hamburger and Hamilton（1951）による発⽣ステ
ージ 21 または 22（HH21 or 22）に相当する孵卵 3.5 ⽇（E3.5）までに⽣殖隆起
が形成され，E6.5（HH30）までに組織学的な雌雄差が認められるようになる。
雄⽣殖腺では髄質で⽣殖細胞を取り囲むセルトリ細胞によって構成される精巣
索が形成される⼀⽅，雌では左⽣殖腺で⽣殖細胞を多く含む⽪質が肥厚するが，
右⽣殖腺では⽪質・髄質共に発⽣が⽌まる（Romanoff, 1960）。 
また，雌雄差は⽣殖道の発⽣においてもみられる。⽣殖道の原基は中腎の外
側に⽣じるウォルフ管，またはウォルフ管に沿って形成されるミュラー管であ
り，ウォルフ管は雄で精巣上体・精管に，ミュラー管は雌で卵管にそれぞれ分化
する。ニワトリ胚におけるミュラー管は中腎外側でウォルフ管と接した tubal 
ridge と呼ばれる体腔上⽪を前駆組織とする。E4.0（HH24）の中腎頭側末端領域
で tubal ridge が陥⼊することでミュラー管が尾側に向かって形成され，E11
（HH37）までに総排泄腔に到達する（Romanoff, 1960; Guioli et al., 2007）。そう
して形成されたミュラー管の組織構造は，最内層で管腔を形成する上⽪
（Müllerian duct epithelium：MDE），その周囲の間充織（Müllerian duct mesenchyme：
MDM），最外層の体腔上⽪（Müllerian coelomic epithelium：MCE）の 3 種に分け
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られる（Guioli et al., 2007）。それらはすべて，E2.0~3.0（HH14-17）の体腔上⽪
に由来する（Guioli et al., 2007）。その後，ミュラー管は雌の左側でのみ卵管へと
分化し，雄の両側および雌の右側は胚発⽣中に退⾏する。その退⾏は雄で E8.0
（HH34），雌で E12（HH38）に開始する（Romanoff, 1960; Teng, 1987）。 
⿃類の性は遺伝的に決められており，性染⾊体構成が ZZ の個体は雄，ZW の
個体は雌になるが，その分⼦基盤には不明な点が多い。近年，DMRT1 が脊椎動
物における精巣の形成に必要であることが⽰唆されつつあり（Matson and 
Zarkower, 2012），⿃類においても精巣化決定遺伝⼦として有⼒視されている
（Smith et al., 2009; Lambeth et al., 2014）。しかしながら，その発現を誘導する機
構ならびに機能には不明な点が多く残されている。加えて，脊椎動物で初めて
となる，左右で異なる性の特徴を有する⾃然発⽣的な雌雄モザイクニワトリの
報告（Zhao et al., 2010）から，ニワトリにおいては細胞⾃律的な性決定メカニズ
ムの存在が⽰唆されている。さらには，マウスやヒトでは造⾎組織特異的な遺
伝⼦である HEMGN（hemogen）がニワトリ胚では精巣化にも関与する（Nakata 
et al., 2013）。これらのことを鑑みると，他の脊椎動物とは異なる性決定メカニ
ズムが⿃類には存在するのかもしれない。 
脊椎動物における DMRT1 は雄のセルトリ細胞および雌雄の⽣殖細胞におい
て発現し（Mawaribuchi et al., 2016），とくにマウスにおいてその機能がよく解析
されている（Matson et al., 2010, 2011; Krentz et al., 2011）。ニワトリ胚における
DMRT1 の発現解析は，リアルタイム RT-PCR（Reverse transcription polymerase 
chain reaction）によって mRNA 発現量の定量，ならびに in situ hybridization によ
る mRNA 発現部位の検索がなされている（Raymond et al., 1999; Smith and Sinclair, 
2001; Yamamoto et al., 2003）が，胚発⽣期全体を通じた DMRT1 タンパク質の発
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現動態の詳細は明らかでない。また，ニワトリ胚においては DMRT1 の mRNA
がミュラー管においても発現することが報告されている（Smith and Sinclair, 2001）
が，その詳細な発現様式や機能は未だ不明である。 
そこで，ニワトリ胚における DMRT1 タンパク質の発現動態に関する基礎的
知⾒を得るために，各発⽣段階での泌尿⽣殖器における発現を免疫組織化学的
に検索した。 
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材料と⽅法 
 
供試動物 
⽇本レイヤ （ー岐⾩）からホワイトレグホーン種の有精卵を購⼊し，38℃，湿
度 70％で孵卵した。Hamburger and Hamilton（1951）の発⽣段階に従って，E3.5
（HH21 or 22）から E7.5（HH32）までは半⽇ごと，E8.0（HH34）から E17（HH43）
までは 1 ⽇ごとに胚を回収した。⽤いた胚の個体数は 3 個体以上とした（E17
［HH43］の雌のみ 2 個体）。 
 
雌雄判定 
前肢を滅菌純⽔中で 10 分間煮た後，ホモジナイズしてゲノム DNA を得た。
それを鋳型に，W 染⾊体上の繰り返し配列（forward primer: 5’- CCCAAATATA
ACACGCTTCACT, reverse primer: 5’- GAAATGAATTATTTTCTGGCGAC）およ
び内部標準として 18S リボゾーム RNA 遺伝⼦配列（forward primer: 5’- AGCT
CTTTCTCGATTCCGTG, reverse primer: 5’- GGGTAGACACAAGCTGAGCC）を
PCR によって増幅した（Clinton et al., 2001）。PCR 条件は 95℃，5 分の後，9
5℃，30 秒，56℃，30 秒，72℃，1 分を 30 サイクル，72℃，7 分を 1 サイクル
とした。増幅産物は 2％アガロースゲルを⽤いて 100 V で 30 分泳動した後，0.
02％エチジウムブロマイドで 20 分染⾊し，UV トランスイルミネーター上で増
幅産物の有無を確認した。 
 
切⽚作製 
ニワトリ胚の下半⾝または⽣殖腺中腎複合体を 4％パラホルムアルデヒド含
0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）中に浸漬し，4℃で 24 時間固定した。その後，定
  16 
法に従ってパラフィン包埋した後，4 µm 厚の横断切⽚を剝離防⽌スライドガラ
ス（Platinum；松浪硝⼦，岸和⽥）に貼付した。 
 
免疫組織化学 
切⽚を脱パラフィン，再⽔和後，抗原賦活化として 121℃で 20 分，10 mM ク
エン酸バッファー（pH 6.0）中で加熱処理した。室温で冷却した後，100％メタ
ノールおよび 0.5％過酸化⽔素⽔にそれぞれ 30 分浸漬し，内因性ペルオキシダ
ーゼの不活化処理を⾏った。0.05％ Tween20 加 10 mM リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔
（pH 7.4; PBS-T）で洗浄後，Blocking One Histo（ナカライテスク，京都）と室温
で 1 時間反応させた。⼀次抗体として抗ニワトリ DMRT1 ウサギ抗体（1:24,000，
Dr. C.A. Smith より供与；Smith et al., 2003）と 4℃で 18 時間反応させた。PBS-T
で 3 回洗浄後，⼆次抗体として EnVision+ System-HRP labeled polymer（Dako，
Carpinteria，CA，USA）と室温で 1 時間反応させた。PBS-T で 3 回，トリス緩衝
液（pH 7.4）で 1 回洗浄後，3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride solution（DAB，
Dako）によって陽性反応を検出した。対⽐染⾊にはマイヤーのヘマトキシリン
を使⽤し，切⽚は脱⽔，透徹後，Eukitt（O. Kindler，Freiburg，Germany）に封⼊
した。陰性対照として⼀次抗体を PBS または正常⾎清に置き換えた切⽚では陽
性反応は認められなかった。 
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結果 
 
DMRT1 の陽性は E4.5（HH25）で初めて雌雄の未分化⽣殖腺において体細胞
の核に検出され，その陽性強度は雌より雄で強かった（図 1A, E）。その強度は，
とくに性決定時期直後とされる E6.5（HH30）以降の雄の⽣殖腺体細胞において
増強した（図 1B-D）。それらによって形成される索状構造が観察されたことか
ら，精巣索のセルトリ（前駆）細胞が DMRT1 陽性を⽰したと考えられた。雌の
⽣殖腺体細胞では発⽣が進んでも陽性強度の増強は認められず，陰性または弱
い陽性反応がみられるのみであった（図 1F-H）。 
⽣殖細胞の核は円形で体細胞より⼤きいことから区別でき，E6.5（HH30）で
はそれらにおいても雌雄ともに DMRT1 の弱い陽性反応がみられ，発⽣が進む
につれてその強度は増強した（図 1B-D, F-H）。精巣髄質の精巣索内でセルトリ
細胞に取り囲まれた⽣殖細胞における陽性強度は，E8-9（HH35）でセルトリ細
胞と同程度となり（図 1C），その後は⽣殖細胞の⽅が強かった（図 1D）。 
E6.5（HH30）以降の雌ニワトリ胚において，左卵巣に含まれる⽣殖細胞の多
くは⽪質に存在し，髄質に散在するものも認められた。また，⽪質が肥厚しない
右卵巣では，左卵巣髄質と同様，散在して⽣殖細胞がみられた。E6.5（HH30）
から E12（HH38）までは，⽪質および髄質のいずれに存在する⽣殖細胞も DMRT1
陽性を⽰した（図 1F-H）。しかしながら，E13（HH39）では左卵巣⽪質のうち，
とくに中央部（腹内側）に存在する⽣殖細胞が陰性を⽰し，発⽣が進むにつれて
DMRT1 陰性⽣殖細胞が増加した（図 2）。⼀⽅で，左右卵巣髄質に存在する⽣殖
細胞は E17（HH43）でも陽性を⽰していた。 
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雌雄とも左右 MDM および MCE においても DMRT1 の陽性反応が検出され
た。⽣殖腺における発現と同様，E4.5（HH25）以降，雄の tubal ridge において
雌より強い陽性反応が認められ，その陽性パターンは E7.5（HH32）までみられ
た（図 3A-H）。E8.0（HH34）において，雄では MDE の縮⼩が観察され，ほぼす
べての DMRT1 の陽性反応は MCE に限局していた（図 3I, J）。その⼀⽅で，雌
のミュラー管は左右同等に発達しており，E7.5（HH32）と同様の陽性パターン
を⽰した（図 3K, L）。さらに，E13（HH39）では雄の左右両側および雌の右ミ
ュラー管の退⾏が進⾏した結果である結合組織性の遺残組織が認められた。し
かしながら，検出された DMRT1 の陽性パターンには左右差は認められず，雄で
MCE，雌で MDM に弱い陽性を⽰すのみであった（図 3M-P）。 
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考察 
 
未だ詳細が不明なままである⿃類の性決定メカニズムに対する仮説として，Z
遺伝⼦量説と W 優勢説の⼆つが挙げられている。Z 遺伝⼦量説は，Z 染⾊体を
1 本しか有しない雌より 2 本有する雄で多く発現する遺伝⼦によって性が決定
されるとする説で，W 優勢説は，雌のみが有する W 染⾊体上に卵巣化を誘導す
る遺伝⼦が存在するとの仮説である（Chue and Smith, 2011）。哺乳類の SRY/Sry，
メダカの DM-Y，アフリカツメガエルの DM-W などはいずれも雄または雌のみ
が有する性染⾊体上の遺伝⼦である。そのため，ニワトリにおいても雌のみが
有する W 染⾊体上に卵巣化を誘導する遺伝⼦が存在すると仮定して，性決定時
期前後の⽣殖腺における遺伝⼦発現動態が解析されているが，これまでに卵巣
化誘導遺伝⼦の有⼒な候補はみつかっていない（Ayers et al., 2013）。⼀⽅，雄ニ
ワトリにおける Z 染⾊体の不活性化は不完全で，遺伝⼦量補償が働かない領域
の存在が報告されている。種々の脊椎動物において精巣化に重要な役割を有し
ている DMRT1 がその領域に位置しており（Ferguson-Smith, 2007），これまでの
報告（Raymond et al., 1999）では，⽣殖隆起が肥厚し始める E3.5（HH21/22）の
時点ですでに DMRT1 の mRNA 発現が検出されていた。しかしながら，本研究
で DMRT1 タンパク質の発現を検索したところ，検出可能になる発⽣段階は E4.5
（HH25）であった。このことから，DMRT1 が mRNA から翻訳されタンパク質
として機能するようになるのは E4.5（HH25）頃であることが⽰唆された。⼀⽅，
E4.5（HH25）の時点で既に雌より雄で強い発現が認められたことは，既報の
mRNA 発現と⼀致していた。この時期は，ニワトリ胚において⽣殖腺の雌雄差
が組織学的に認められるようになる E6.0（HH29）の直前であることから，DMRT1
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が精巣化誘導に重要な役割を果たしていることが推察される。実際，shRNA を
⽤いたノックダウンにより DMRT1 の発現量を低下させることで遺伝的雄個体
（ZZ）において卵巣が形成され（Smith et al., 2009），反対に遺伝的雌個体（ZW）
でそれを過剰発現させると精巣化が誘導される（Lambeth et al., 2014）。これらの
報告は，Z 染⾊体を 2 本有する雄で遺伝⼦量補償を免れた DMRT1 が⾼発現する
ことで精巣化が誘導される可能性を⽰しており，Z 遺伝⼦量説を⽀持するもの
であると考えられる。 
マウス精巣の精祖細胞で発現する Dmrt1 は，減数分裂の開始に必要な Stra8
（stimulated by retinoic acid gene 8）の発現抑制，ならびに精祖細胞の発⽣に必要
な Sohlh1（spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1）の発現誘
導を⾏うことで，精祖細胞における減数分裂開始の抑制ならびに精祖細胞の増
殖および分化の誘導に関与する（Matson et al., 2010）。本研究では，⽣殖腺の性
決定［E6.0（HH29）前後］以降の雄ニワトリ胚において，⽣殖細胞における DMRT1
の発現が強くなった。ニワトリ胚の精巣においても，マウスと同様に⽣殖細胞
は減数分裂を開始しないため，減数分裂の抑制ならびに精祖細胞の増殖および
分化に DMRT1 が重要な役割を有しているのかもしれない。 
マウス胎⼦卵巣において，Dmrt1 が⽣殖細胞における Stra8 の発現を直接誘導
すること，ならびに Stra8 を発現して減数分裂を開始した⽣殖細胞の核内におけ
る Dmrt1 発現の消失が報告されている（Krentz et al., 2011）。また，雌のニワト
リ胚における減数分裂開始に関しては Smith et al.（2008）が詳細な組織学的解析
を⾏っており，E15.5 において左卵巣⽪質の中央部に存在する⽣殖細胞から減数
分裂を開始すること，ならびに STRA8 が E12.5 から発現し始めることが報告さ
れている。本研究でみられた左卵巣⽪質における DMRT1 発現の消失時期およ
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びパターンは，STRA8 発現の開始時期および減数分裂の開始パターンと⼀致し
ていた。これらのことから，マウス胎⼦卵巣における報告と同様に，ニワトリ胚
の左卵巣⽪質においても，STRA8 発現の活性化を介して DMRT1 が減数分裂の
開始を誘導することが⽰唆された。 
性決定後の雄マウス胎⼦において，精巣のセルトリ細胞から分泌される Amh
が，その受容体である Amhr2 を発現する MDM の間葉細胞に作⽤することで，
ミュラー管の退⾏が誘導される（Mishima et al., 1996; Arango et al., 2008）。本研
究では，⽣殖腺の性決定以前から雌雄ともに MDM および MCE において DMRT1
の発現が認められたが，その強度は雌より雄で強かった。雄のミュラー管退⾏
の直前までみられた MDM における DMRT1 の強い発現は，DMRT1 が AMHR2
を含むミュラー管退⾏に関わる遺伝⼦の発現調節を介して，雄のミュラー管退
⾏に関わる可能性を⽰しているのかもしれない。⼀⽅，最近の研究（Ayers et al., 
2015）では，ミュラー管形成開始時期以前から DMRT1 をノックダウンするとミ
ュラー管が形成されないことを報告しており，DMRT1 が MCE から MDM への
細胞移⾏に必要であることが⽰唆されている。 
上記のごとく，本研究ではニワトリ胚の発⽣を通じた DMRT1 タンパク質の
詳細な発現動態を明らかにすることができた（図 4）。ニワトリは⿃類のモデル
動物として，有精卵の⼊⼿および胚操作の容易さから発⽣学研究に古くより⽤
いられてきたものの，性決定分化に関する研究は他の脊椎動物より遅れている。
その原因として，遺伝⼦改変技術の発達の遅れが挙げられる。しかしながら，近
年はレトロウイルスやトランスポゾンを利⽤した遺伝⼦操作技術が発展してき
ており，さらには，⼈⼯ヌクレアーゼを⽤いたゲノム編集技術によって，より効
率的な遺伝⼦改変が⾏えるようになってきている。2016 年には，その⼀つであ
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る CRISPR/Cas9 システムを利⽤した遺伝⼦改変ニワトリが初めて作製された
（Oishi et al., 2016）ことから，今後，その適⽤はますます増えていくことが想定
される。マウスでは，様々な遺伝⼦の発現動態に関する知⾒が蓄積しているた
め，それらの発現を誘導するプロモーターを利⽤することで，特定の細胞にお
いてのみ遺伝⼦改変を⾏うことが可能である。すなわち，興味のある遺伝⼦を
全⾝性にノックアウトすると胚性致死になる場合でも，精巣のセルトリ細胞で
発現する遺伝⼦のプロモーターを⽤いたコンディショナルノックアウトにおけ
る表現型を解析することで，その興味のある遺伝⼦のセルトリ細胞における機
能を明らかにすることができる。今後，ニワトリ胚における性決定分化に関す
る研究はゲノム編集技術を⽤いることで加速することが期待でき，細胞種特異
的な発現を誘導するためのプロモーターを選択する際には，多様な遺伝⼦の詳
細な発現時期・細胞種等の基礎的な知⾒がさらに必要になると予想される。ま
た，その知⾒は，遺伝⼦改変ニワトリの⽣殖腺を解析する際のマーカー遺伝⼦
としても⽤いることができる点で重要となる。本研究で明らかにしたニワトリ
胚の泌尿⽣殖器における DMRT1 の時空間的発現様式は，そのような基礎的知
⾒を与えるものである。 
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⼩括 
 
遺伝性決定を⾏う脊椎動物の中で，⿃類では未だ性決定遺伝⼦が同定されて
いない。近年の研究により Z 染⾊体上の DMRT1 がその候補として注⽬されて
おり，その発現制御には遺伝⼦量補償の関与が想定されているが，その詳細に
ついては未解明のままである。また，⿃類では DMRT1 の mRNA がミュラー管
においても発現することが報告されているが，タンパク質としての発現動態や
その機能は不明である。そこで本研究では，DMRT1 タンパク質の発現動態に関
する基礎的知⾒を得るために，胚発⽣を通じたニワトリ胚の泌尿⽣殖器におけ
る時空間的発現様式を免疫組織化学的に検索した。DMRT1 が精巣化決定因⼦で
あることを⽀持するように，⽣殖腺の性決定に先駆けて，雄の⽣殖腺体細胞に
おいて雌より強い発現がみられた。また，性決定後，雌雄とも⽣殖細胞において
も発現がみられ，発⽣が進むにつれてその発現強度が増強した。雄ではセルト
リ細胞における発現よりも強くなったのに対し，雌では左卵巣⽪質の中央部に
存在する⽣殖細胞から次第に発現が消失した。これらの発現動態から，ニワト
リ胚の⽣殖細胞における DMRT1 の役割がマウスのそれと同様であること，す
なわち，雄では減数分裂の抑制ならびに精祖細胞の増殖・分化の促進，雌では減
数分裂の促進に働くことが⽰唆された。さらに，ミュラー管における DMRT1 発
現がその形成初期からみられ，その強度は雌より雄で強かった。雄でミュラー
管の退⾏と共にその発現が減退したことから，雄のミュラー管退⾏における
DMRT1 の関与が推察された。 
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以上のことから，本研究で明らかにしたニワトリ胚の泌尿⽣殖器における
DMRT1 の時空間的発現様式は，その発現調節ならびに機能に関する研究におい
て重要な基礎的知⾒となることが期待される。 
 
本章の内容は，Poultry Science 93, 953-958. 2014 で公表している。 
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第 2 章 
ニワトリ胚の左精巣に特異的な 
体腔上⽪細胞の運命 
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⼩緒 
 
有性⽣殖を⾏う脊椎動物は，雄は精巣，雌は卵巣を有しており，それらは側板
中胚葉の腹内側に位置する体腔上⽪に由来する⽣殖隆起として⽣じる（Yoshino 
et al., 2016）。体腔上⽪は増殖し，上⽪間葉転換と呼ばれるプロセスによって直
下の間充織領域に移⾏する（Kusaka et al., 2010）。また，中腎の間充織からも細
胞が移動してくることによって，雌雄で区別できない未分化な⽣殖腺が形成さ
れる（Svingen and Koopman, 2013）。その体腔上⽪細胞は雄のマウスおよびカメ
においてセルトリ細胞に分化することが報告されている（Karl and Capel, 1998; 
Yao et al., 2004）。しかしながら，ニワトリにおける体腔上⽪細胞は未同定の間質
の細胞にのみ分化し，セルトリ細胞は中腎に分化する細胞集団の⼀部に由来す
ることが⽰唆されている（Sekido and Lovell-Badge, 2007）。すなわち，脊椎動物
におけるセルトリ細胞の起源は進化の過程で保存されていないことが⽰唆され
ている。 
形成された未分化⽣殖腺は性決定と呼ばれるプロセスを経て，雄では精巣に，
雌では卵巣に分化する。総緒で述べたように，その過程で重要な因⼦が⿂類か
ら哺乳類まで保存された精巣化因⼦の DMRT1 である。第 1 章で明らかにした
通り，ニワトリ胚における DMRT1 は⽣殖腺形成の初期からとくに雄⽣殖腺の
体細胞において強く発現する。加えて，ミュラー管周囲の体腔上⽪および間充
織においても発現しており，最近の研究からは，その発現がミュラー管の形成
に必須であることが明らかにされている（Ayers et al., 2015）。 
ニワトリ胚の未分化⽣殖腺は重層化し肥厚した上⽪層である⽪質と，その下
に位置する髄質と呼ばれる間充織によって構成される。E6.0（HH29）頃にその
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未分化⽣殖腺の運命が決定されると，雌の卵巣では⽪質がさらに肥厚しそこに
⽣殖細胞が集積する⼀⽅で，髄質では多数の空隙が形成される。雄の精巣では，
⽣殖細胞を含む精巣索が形成される髄質が発達し，扁平化する⽪質からは⽩膜
が形成される（Romanoff, 1960）。 
ニワトリを含む多くの⿃類における⽣殖腺の発⽣過程には，他の脊椎動物で
はみられない左右差が認められる。その左右差は雌雄ともに発⽣の初期から明
らかで，左⽣殖腺の⽪質は肥厚するのに対し，右側では扁平化する（Ishimaru et 
al., 2008; Guioli et al., 2014）。加えて，左⽣殖腺には右より多くの⽣殖細胞が含ま
れる（Nakamura et al., 2007; Intarapat and Stern, 2014）。これらの左右差形成には
初期胚の左側にのみ発現する PITX2（paired like homeodomain 2）が決定的な役割
を有していることが⽰されている（Guioli and Lovell-Badge, 2007; Ishimaru et al., 
2008; Rodríguez-León et al., 2008）。 
性決定後の⽪質の運命は雌雄で⼤きく異なる。右卵巣は⽪質の肥厚を⽋くが，
左卵巣の⽪質は発達を続け，そこに存在する⽣殖細胞のみが減数分裂を開始す
る（Smith et al., 2008）ため，機能的な卵巣は左側にのみ形成されることになる。
⼀⽅で，左精巣で円柱上⽪細胞が重層化して肥厚した⽪質は次第に退⾏し，最
終的には右精巣と同様の単層扁平上⽪となる（Guioli et al., 2014）。すなわち，雄
では，外観上は左右で同様の形態を有する精巣が形成されるため，発⽣中の精
巣の左右差はほとんど着⽬されてこなかった。そこで，その精巣の左右差に着
⽬し，左精巣特異的な⽪質の運命と精巣の形態形成との関連について研究を⾏
った。 
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材料と⽅法 
 
切⽚作製および雌雄判定 
⽇本レイヤーからホワイトレグホーン種（マリア）の有精卵を購⼊し，各孵卵
⽇数まで 37.6℃で孵卵した。第 1 章と同様に発⽣ステージおよび雌雄を判定し，
⽣殖腺を含む 4 µm 厚の横断パラフィン切⽚を作製した。⽤いた胚は 3 個体以上
とした。 
 
免疫組織化学 
第 1 章と同様に，Blocking One Histo（ナカライテスク）との反応まで⾏った
後，⼀次抗体として抗ニワトリ DMRT1 ウサギ抗体（1:24,000，Dr. C.A. Smith よ
り供与；Smith et al., 2003），抗 fibronectin ウサギ抗体（1:1,000，ab23750，Abcam，
Cambridge，UK）または抗ニワトリ vimentin マウス抗体（1:500，AMF-17b，deposited 
to the Developmental Studies Hybridoma Bank by Dr. A.B. Fulton）と 4℃で 18 時間
反応させた。PBS-T で 3 回洗浄後，⼆次抗体として EnVision+ System-HRP labeled 
polymer（ウサギまたはマウス IgG ⽤，Dako）と室温で 1 時間反応させた。PBS-
T で 3 回，トリス緩衝液（pH 7.4）で 1 回洗浄後，3,3-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride solution（DAB，Dako）によって陽性反応を検出した。対⽐染⾊
にはマイヤーのヘマトキシリンを使⽤し，脱⽔，透徹後，Eukitt（O. Kindler）に
封⼊した。 
三重染⾊のために，fibronectin を検出した切⽚を再度加熱処理することで，切
⽚に結合した抗体を除去した後，Blocking One Histo（ナカライテスク）と室温で
1 時間反応させ，⼀次抗体混合液と 4℃で 18 時間反応させた。使⽤した⼀次抗
体混合液は，抗ニワトリ DMRT1 ウサギ抗体（1:24,000）および，抗 AMH ヤギ
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抗体（1:15,000，sc-6886，Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，CA，USA）また
は抗ニワトリ vimentin マウス抗体（1:500，Developmental Studies Hybridoma Bank）
とした。PBS-T で 3 回洗浄後，⼆次抗体混合液と室温で 1 時間反応させた。使
⽤した⼆次抗体混合液は，Alexa Fluor® 488 標識抗ウサギ IgG ロバ抗体（1:400，
A21206，Molecular Probes，Eugene，OR，USA）および，Alexa Fluor® 568 標識
抗ヤギ IgG ロバ抗体（1:400，ab175704，Abcam）または Alexa Fluor® 568 標識
抗マウス IgG ロバ抗体（1:400，ab175700，Abcam）とした。PBS-T で 3 回洗浄
後，FluorSave（Calbiochem，San Diego，CA，USA）に封⼊した。蛍光顕微鏡下
で取得した各⾊の画像は，Photoshop CC（Adobe，San Jose，CA，USA）で合成
した。 
 
定量組織学的解析 
各孵卵⽇数［E4.5, 6.5, 8.0, 10 および 13（HH25, 30, 34, 36 および 39）］におけ
る雄左右⽣殖腺を含む 4 µm 厚の横断パラフィン切⽚を 50 から 100 µm の間隔
で最低 3 枚以上回収し，上記のごとく DMRT1 を検出した。⽪質に含まれる全上
⽪細胞数および DMRT1 陽性上⽪細胞数を計測した後，後者を前者で除するこ
とで DMRT1 陽性上⽪細胞数の割合（％）を算出した。各孵卵⽇数において 2 ま
たは 3 個体の胚から得られたデータを⽤いて平均値および標準誤差を算出した。 
 
超微形態学的解析 
E7.5（HH32）の雄ニワトリ胚（3 個体）から⽣殖腺中腎複合体を摘出した後，
2.5%グルタールアルデヒドおよび 2%パラホルムアルデヒド含 0.1 M リン酸緩衝
液（pH 7.4）中で左精巣を切り出し，中央部で頭側，尾側に 2 分した。同固定液
で 4℃，24 時間の浸漬固定を⾏い，0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）で洗浄後，1.0%
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四酸化オスミウム含 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）に浸漬し室温で 90 分間，後
固定を⾏った。エタノール上昇系列による脱⽔，QY-1 による透徹後，Quetol 812
混合樹脂に包埋した。約 80 nm 厚の超薄切⽚をウルトラミクロトーム（Sorvall 
MT-1; Dupont，Wilmington，DE，USA）で作製後，佐藤の変法（Hanaichi et al., 
1986）によって 4％酢酸ウラン溶液および 4％クエン酸鉛⽔溶液で染⾊した。作
製した切⽚は透過型電⼦顕微鏡（JEM-1400; JEOL，東京）を⽤いて 80 kV の加
速電圧で観察した。 
 
器官培養 
雄ニワトリ胚の⽣殖腺を，アガロースブロックを⽤いた培養法（Smith et al., 
2005; Hiramatsu et al., 2010; McClelland and Bowles, 2016）を改変して培養した。
E6.0（HH29）から E8.0（HH34）の雄ニワトリ胚（各 7 個体以上）から⽣殖腺中
腎複合体を摘出し，プロトコルに従って 150 µl の PKH26（Sigma-Aldrich，St. 
Louis，MO，USA）溶液中に室温で 30〜60 秒浸漬することで，その表⾯のみを
標識した。隣接する中腎と共に⽣殖腺を切り出し，24 ⽳プレートウェル内に設
置した 1.5％アガロースゲルブロック上に，⽣殖腺が上になるように静置した。
そのアガロースゲルブロックは，約 1 cm 四⽅にカットしたものを使⽤し，その
上⾯には細切した中腎が収まる程度の幅・深さの溝をピンセットで作製した。
培養液の量は，⽣殖腺の⼀部のみが液⾯上になる約 300 µl とした。培養液は，
弱いエストロゲン作⽤を⽰すとされるフェノールレッド（Berthois et al., 1986）
⾮含有の DMEM（08489-45；ナカライテスク）に 2 mM の L-グルタミン，1 mM
のピルビン酸ナトリウム，10％のウシ胎児⾎清，100 U/ml のペニシリン，およ
び 100 mg/ml のストレプトマイシンを添加したものを使⽤した。培養は，37℃，
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5％CO2 下で 24 または 48 時間⾏った。PKH26 による標識の確認のため，⼀部の
⽣殖腺は培養せずに 4％パラホルムアルデヒド含 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）
に浸漬し，4℃で 24 時間固定後，30％スクロース含 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）
と O.C.T コンパウンド（サクラファインテックジャパン，東京）の混合液（2:1）
を浸透し，液体窒素を⽤いて急速凍結包埋した。4 µm 厚の凍結切⽚を作製し，
3’-aminopropyltriethoxysilane（信越化学⼯業，東京）をコーティングしたスライ
ドグラスに貼付後，蛍光顕微鏡下で観察した。培養後の⽣殖腺も同様に切⽚を
作製し，PBS-T 洗浄後，Blocking One Histo（ナカライテスク）と室温で 1 時間，
⼀次抗体と 4℃で 18 時間反応させた。使⽤した⼀次抗体は抗 AMH ヤギ抗体
（1:2,000，Santa Cruz），抗 fibronectin ウサギ抗体（1:500，Abcam），および抗ニ
ワトリ DMRT1 ウサギ抗体（1:5,000）とした。PBS-T 洗浄後，Alexa Fluor® 488
標識抗ヤギ IgG ロバ抗体（1:400；ab150133，Abcam）または Alexa Fluor® 488 標
識抗ウサギ IgG ロバ抗体（1:400，Molecular Probes），および DAPI（4’, 6-diamidine-
2-phenylidole-dihydrochloride，1:1,000）の混合液と室温で 1 時間反応させた。PBS-
T 洗浄後，FluorSave（Calbiochem）に封⼊し，蛍光顕微鏡下で観察し，取得した
各⾊の画像を Photoshop CC（Adobe）で合成した。 
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結果 
 
雄⽣殖腺における左右差に着⽬して，各孵卵⽇数における左右⽣殖腺上⽪の
形態を精査した。E4.5（HH25）の時点で既に，左⽣殖腺において右⽣殖腺より
顕著な上⽪の重層化が認められた（図 5A, B）。E6.5（HH30）では，左⽣殖腺で
重層化した円柱上⽪層（⽪質）が確認されたのに対し，右⽣殖腺では単層扁平上
⽪が観察された（図 5C-D’）。その後，精巣の分化が進むにつれて左精巣の⽪質
は次第に退⾏し，E8.0（HH34）および E9.0（HH35）では主に 1 または 2 層の⽴
⽅上⽪によって，E13（HH39）までには右精巣と同様の単層扁平上⽪によって構
成される⽪質が認められた（図 5E-J）。左右⽣殖腺の全上⽪細胞数を計測したと
ころ，これらの組織学的所⾒と⼀致した結果が得られた。すなわち，⽣殖腺の全
上⽪細胞数は，左⽣殖腺では E4.5（HH25）で切⽚当たり 100 個程度であったが，
E6.5（HH30）では 220 個程度で最⼤値となり，E13（HH39）までに 130 個程度
となっていた。⼀⽅，右⽣殖腺では，E4.5（HH25）では 40 個程度と最も少なか
ったが，E6.5（HH30）および E8.0（HH34）で 80 個程度，E10（HH36）で 100
個程度，E13（HH39）で 110 個程度になっていた（図 5L）。 
また，第 1 章で検索した DMRT1 の発現様式をさらに精査したところ，雄⽣殖
腺におけるその発現に左右差が認められた。DMRT1 タンパク質が検出され始め
る E4.5（HH25）の雄⽣殖腺において，左右髄質のセルトリ前駆細胞だけでなく，
左⽣殖腺で肥厚する⽪質のうち，とくに腹側領域に存在する上⽪細胞において
も DMRT1 が検出された（図 5A, B）。加えて，左右中腎の間充織領域に存在す
る間葉細胞においても発現しており，それらは⽣殖腺のセルトリ前駆細胞と連
なって存在していた。E6.5（HH30）においても，DMRT1 の発現は左右⽣殖腺髄
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質に存在するセルトリ細胞だけでなく，左⽣殖腺の腹側領域に位置する円柱上
⽪細胞でもみられた（図 5C-D’）。E8.0（HH34）以降，DMRT1 は⽴⽅上⽪細胞
において発現しており，右精巣および E13（HH39）の左精巣における扁平上⽪
細胞ではほとんど発現が認められなかった（図 5E-J）。左右⽣殖腺の全上⽪細胞
数に対する DMRT1 陽性上⽪細胞数の割合を計測すると，左⽣殖腺では，E4.5
（HH24）では 10％程度であったが，E6.5（HH30）および E8.0（HH34）では 40％
程度となり，E10（HH36）では 10％程度，E13（HH39）では 4％程度であった。
⼀⽅，右⽣殖腺ではどの発⽣⽇数においても 5％未満であった（図 5M）。 
興味深いことに，精巣の分化が進むにつれて⽪質が退⾏する過程で，DMRT1
を発現する⽪質の上⽪細胞とセルトリ細胞が連なって存在する箇所が観察され
た（図 5E, G）。そこで，DMRT1，髄質の間質マーカーとして fibronectin，（成熟）
セルトリ細胞マーカーとして AMH を検出する三重染⾊を⾏ったところ，E7.5
（HH32）の左精巣において⽪質下の基底膜が途切れている領域が存在し，そこ
で精巣索と接続していることが確認された（図 5K, K’）。また，その⽪質直下の
精巣索内において，AMH 陰性の DMRT1 発現細胞が観察された（図 5K’）。右精
巣では上⽪直下でも DMRT1 および AMH を発現する細胞のみが認められた。 
次に，雄の精巣における vimentin の時空間的発現様式を検索した。この
vimentin は間葉細胞に特異的な中間系フィラメントの構成要素であることから，
上⽪細胞がその性質を失って間充織へと移⾏する際のマーカーとしてしばしば
⽤いられる（Chernoivanenko et al., 2013; Lamouille et al., 2014）。本研究において，
E8.0（HH34）では左精巣の上⽪細胞に強い vimentin の陽性反応が検出され，そ
れらの中には髄質に向かって細胞質を伸⻑させているものも観察された（図 6A, 
B）。また，vimentin に強陽性を⽰す細胞は左精巣の⽪質直下の髄質にも観察さ
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れたが，左右とも髄質のほとんどの細胞では弱陽性または陰性であった。その
vimentin，DMRT1，および fibronectin に対する三重染⾊を⾏ったところ，左精巣
⽪質の DMRT1 発現上⽪細胞が vimentin 強陽性を⽰し，髄質の fibronectin 陰性
領域にその細胞質を伸⻑させていることが確認された（図 6C）。また，⽪質直下
にみられた vimentin 強陽性細胞も DMRT1 を発現していた。しかしながら，そ
のような vimentin の強い陽性反応は右精巣ではまったく観察されなかった（図
6D）。E13（HH39）の精巣では，左右ともに髄質のほとんどの細胞が vimentin 強
陽性を⽰したが，扁平化した上⽪細胞は陰性であった（図 6E, F）。 
左精巣⽪質の上⽪細胞の形態をより詳細に観察するため，E7.5（HH32）の左
精巣を⽤いて透過型電⼦顕微鏡による超微形態学的解析を⾏った。低倍では，
⽪質の上⽪細胞の細胞質は精巣索のセルトリ細胞の細胞質と⽐べて電⼦密度が
低かった（図 7A）。そのような低電⼦密度の上⽪細胞が重層化し，精巣索と近接
している箇所が観察された。加えて，⽪質から精巣索へと細胞質を伸⻑させて
いる上⽪細胞も観察された（図 7B）。その細く伸びた細胞質には細胞⾻格線維が
豊富で，細胞質の先端へと多くの線維が⾛っており，その先端と隣接するセル
トリ細胞との間にはデスモゾーム様構造も観察された（図 7C, D）。 
退⾏する左精巣⽪質の上⽪細胞の運命を追跡するために，蛍光⾊素である
PKH26 で⽣殖腺表⾯を標識したのち，隣接する中腎の⼀部と共に⽣殖腺を切り
出し，培養液中に沈めた 1.5％アガロースゲルブロック上の溝に静置して培養を
⾏った（図 8A）。この標識によって，⽣殖腺の表⾯，すなわち⽪質のほとんどの
上⽪細胞が PKH26 で標識された（図 8B）。次に，この培養法で in vivo と同様の
発⽣過程を経ることを確認するために AMH タンパク質を検出した。AMH は in 
vivo では E6.0（HH29）の時点で検出されず，E6.5（HH30），E7.0（HH31）と発
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⽣が進むにつれて陽性強度が増強した（図 8C-E）。AMH が検出されない E6.0
（HH29）から 24 時間培養した⽣殖腺において AMH を検出したところ，陽性反
応が認められたことから，in vitro でも発⽣が進んでいると考えられた（図 8F, 
G）。 
そこで，培養後の⽣殖腺において fibronectin を検出し，⽪質および精巣索領域
を特定した（図 8H）後，その連続切⽚で DMRT1 を検出したところ，左⽣殖腺
において PKH26 標識 DMRT1 発現細胞が⽪質直下の fibronectin 陰性領域に認め
られた（図 8I）。右⽣殖腺では PKH26 標識細胞が髄質にみられることはなかっ
た。
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考察 
 
本研究では，左精巣において⽪質が退⾏し扁平化する過程で⽪質と精巣索の
接続が観察された。⿃類と系統発⽣学的に近縁であるアリゲーターやカメなど
の爬⾍類では，雄になる温度で孵卵した胚の未分化⽣殖腺において，⼀次性索
と呼ばれる索状構造が基底膜を伴って体腔上⽪から間充織へ向かって形成され
る。その性索内で体腔上⽪由来の細胞がセルトリ細胞へ分化すると，上⽪細胞
層は減退し初期⽩膜が形成される（Smith and Joss, 1993; Yao et al., 2004）。本研究
でみられた観察結果，すなわち，左⽣殖腺で肥厚化した⽪質が精巣分化の開始
後に徐々に退⾏し扁平化すること，ならびにその過程で⽪質と精巣索が接続し，
そのような箇所で DMRT1 発現上⽪細胞が精巣索のセルトリ細胞と連なって存
在していたことは，上記の爬⾍類における報告と類似していると考えられる。
このことから，性決定後の左精巣において，DMRT1 を発現する上⽪細胞が精巣
索へ移⾏してその数を減らすため，⽪質は次第に退⾏し，最終的には右精巣と
同様に扁平上⽪となることが推察された。 
これまでの報告（Sekido and Lovell-Badge, 2007）では，E2.0（HH14）から E3.0
（HH18）の間に中腎を覆う体腔上⽪は間質の細胞にのみ分化し，セルトリ細胞
は中腎に分化する間葉細胞の⼀部に由来するとされている。この報告と⼀致し
て，本研究においても，E4.5（HH25）の中腎領域で DMRT1 を発現する間葉細
胞が観察され，それらがセルトリ細胞と連なって存在することが認められた。
⼀⽅で，精巣分化が始まった後の中腎から精巣内に移⾏する間葉細胞は，セル
トリ細胞ではなく内⽪細胞を含む間質の細胞に分化すると報告されている
（Smith et al., 2005）。雄マウスでは，⽣殖腺の体腔上⽪から間充織への細胞移⾏
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は E12.5 までみられ，E11.5 までに移⾏した細胞はセルトリ細胞または間質の細
胞に分化するが，E11.5〜E12.5 の間に移⾏した細胞は間質の細胞にのみ分化す
る（Karl and Capel, 1998）。また，雌マウスでは，E14.5 までに体腔上⽪から移⾏
した細胞は髄質中央部の卵胞を構成する顆粒膜細胞に分化するが，E14.5 から出
⽣までの間に移⾏した細胞は⽪質で⼀次卵胞を構成する顆粒膜細胞にのみ分化
する（Mork et al., 2012）。⽣殖腺を構成する細胞の起源を解析したこれらの報告
では，細胞の運命は発⽣段階によって異なることが⽰されている。このことか
ら，雄ニワトリ胚の左⽣殖腺における上⽪細胞は，発⽣初期は未同定の間質の
細胞に，精巣分化の開始後は精巣索内へ移⾏しセルトリ細胞に分化する可能性
が考えられる。 
本研究では vimentin を上⽪細胞の migration マーカーとして⽤いた。左精巣の
⽪質において，DMRT1 を発現する円柱および⽴⽅上⽪細胞において vimentin の
強い陽性反応がみられ，そのような上⽪細胞が髄質へと細胞質を伸⻑させてい
る像も観察された。⼀⽅で，DMRT1 を発現しない扁平化した左右精巣の上⽪細
胞では vimentin は陰性を⽰した。これらのことから，左精巣の⽪質に存在する
DMRT1 発現上⽪細胞は，その性質が上⽪のものから間葉系のものに傾いており，
間充織へと移⾏する可能性を有していることが⽰唆された。 
透過型電⼦顕微鏡を⽤いて左精巣⽪質の上⽪細胞の形態を精査したところ，
細胞質を細く伸ばし，隣接するセルトリ細胞とデスモゾーム様構造で接着した
上⽪細胞が観察された。種類の特定には⾄らなかったが，そのような細く伸び
た細胞質中に多数の細胞⾻格線維が認められたことは，vimentin 陽性の細胞質
を⽪質から髄質へと伸⻑させた上⽪細胞が光学顕微鏡下で観察された結果と⼀
致していると考えられる。これらの所⾒を併せて考えると，⽪質の上⽪細胞は，
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髄質の中でも，とくに精巣索へと細胞質を伸⻑させ，デスモゾームを介して隣
接するセルトリ細胞と接着することで精巣索内へと移⾏することが推察された。 
興味深いことに，DMRT1，AMH，fibronectin に対する三重染⾊の結果，右精
巣では上⽪直下に位置するセルトリ細胞は AMH を発現していたのに対し，左
精巣では⽪質直下の精巣索内に AMH 陰性の DMRT1 発現細胞が観察された。ま
た，左精巣においてのみ⽪質直下に vimentin 強陽性を⽰す円形の DMRT1 発現
細胞が認められた。さらに，超微形態学的解析では，⽪質で重層化した電⼦密度
の低い上⽪細胞が精巣索と近接して存在する像が観察された。これらは，DMRT1
および vimentin を発現する⽪質の上⽪細胞が精巣索内へ移動した直後で，AMH
を合成しない成熟過程のセルトリ細胞を⽰していると考えられる。 
以上の観察結果から，⽪質の上⽪細胞は精巣索内へと移⾏することが考えら
れたため，器官培養を⾏うことで上⽪細胞の運命を直接的に追跡することを試
みた。既報（Smith et al., 2005）では，E6.0（HH29）以降のニワトリ胚から摘出
した雄⽣殖腺を培養した場合にのみ，セルトリ細胞が発現する SOX9 が検出さ
れるようになったと報告されている。本研究では，SOX9 と同様に E6.0（HH29）
では検出されないが E6.5（HH30），E7.0（HH31）と発⽣が進むにつれて発現が
強くなる AMH を培養後の⽣殖腺で検出することで，in vivo と同様の発⽣が進
んでいることの指標とした。その結果，培養後の⽣殖腺において AMH は検出さ
れたが，E6.0（HH29）から 24 時間または 48 時間培養しても in vivo の E7.0（HH31）
でみられるほどの陽性強度では検出されず，上⽪細胞の丈の⾼さも in vivo と⽐
べて低い印象を受けた。これらのことから，本研究で⽤いた培養⽅法では⽣体
内での⼀部の発⽣過程のみが再現できていると考えられる。実際，E7.0（HH31）
および E8.0（HH34）から培養を開始した⽣殖腺においても，in vivo における
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AMH の陽性反応より弱い反応しか検出されておらず，これまで PKH26 標識細
胞が髄質に観察されていないこと（資料未記載）から，より詳細に⽪質の細胞運
命を追跡するためには，上⽪細胞の性質保持も含めた⽣殖腺の発⽣過程を再現
できる培養⽅法について更なる検討が必要であると考えられる。しかしながら，
E6.0（HH29）から 24 時間培養した後の左⽣殖腺において，DMRT1 を発現する
標識細胞が fibronectin 陰性の推定精巣索領域に認められる例が存在した。これ
らのことから，⽪質を構成する上⽪細胞の少なくとも⼀部は精巣索内へと移⾏
することが⽰唆された（図 9）。 
本研究の結果は，ニワトリ胚においても，⼀部ではあるが上⽪細胞由来のセ
ルトリ細胞が精巣内に存在することを⽰しており，脊椎動物におけるセルトリ
細胞の起源を理解する上で重要な知⾒となることが期待される。また，発⽣初
期には未同定の間質の細胞，精巣分化開始後はセルトリ細胞と，上⽪細胞が時
期によって異なる細胞種に分化する機構も興味深い。最近の研究（Ayers et al., 
2015）では，tubal ridge を含む体腔上⽪において DMRT1 をノックダウンすると
ミュラー管が形成されなくなることから，ミュラー管の原基となる体腔上⽪か
ら間充織への細胞移⾏に DMRT1 が必要であることが⽰唆されている。本研究で
⽪質から精巣索へと移⾏することが⽰唆された上⽪細胞は DMRT1 を発現して
いたことから，ミュラー管周囲の体腔上⽪と同様に，左精巣においても DMRT1
が上⽪から間充織への移⾏を促進するのかもしれない。しかしながら，左⽣殖
腺の⽪質で DMRT1 を発現する上⽪細胞は腹側に局在していたが，特定の領域
に存在する上⽪細胞でその発現を誘導する機構は不明である。このような精巣
の左右差に着⽬してさらなる研究を進めることは，セルトリ細胞の分化に関わ
る新たな因⼦やメカニズムを解明する⽷⼝になるかもしれない。 
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⼩括 
 
ニワトリをはじめとする⿃類において，他の脊椎動物ではみられない⽣殖腺
の左右差が存在し，発⽣初期には雌雄ともに右⽣殖腺は単層扁平上⽪で覆われ
るのに対し，左⽣殖腺では⽪質と呼ばれる重層化した円柱上⽪層が認められる。
⽣殖腺の性決定後，雌ではその⽪質がさらに肥厚することにより，左側にのみ
機能的な卵巣が形成される。雄の⽪質は次第に退⾏し扁平化するが，左右とも
⽪質下の髄質が発達するため，外観上は区別できない精巣が左右両側に形成さ
れる。このように雌で顕著な左右差を⽰すことから，ニワトリ⽣殖腺の左右差
に関する研究は雌の卵巣に関するものが多く，雄の精巣に着⽬した研究はほと
んどない。また，マウス，カメ，およびニワトリにおける解析により，脊椎動物
におけるセルトリ細胞の起源は進化の過程で保存されていないことが⽰唆され
ている。すなわち，セルトリ細胞は，マウスおよびカメでは⽣殖腺の体腔上⽪細
胞に由来するが，ニワトリでは中腎に分化する間葉細胞から発⽣することが報
告されている。 
第 1 章で検索した DMRT1 の発現動態をさらに詳細に解析したところ，雄の
左右⽣殖腺髄質のセルトリ細胞だけでなく，左⽣殖腺の⽪質を構成する円柱上
⽪細胞および⽴⽅上⽪細胞においても発現していることが明らかとなった。ま
た，興味深いことに，左精巣において⽪質下の基底膜が途切れている領域が存
在し，そこで精巣索との接続が認められた。DMRT1 を発現する円柱および⽴⽅
上⽪細胞は migration マーカーとして⽤いた vimentin を発現しており，中には髄
質へと細胞質を伸⻑させた上⽪細胞も観察された。超微形態学的解析において
も，隣接するセルトリ細胞へと細胞質を伸⻑させた上⽪細胞が観察され，その
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細胞質中に細胞⾻格線維が豊富に⾛っていることが確認された。また，その細
胞質の先端とセルトリ細胞間にデスモゾーム様構造が認められた。器官培養法
を⽤いた上⽪細胞の運命追跡の結果，培養開始時に蛍光⾊素で標識された上⽪
細胞が，左精巣においてのみ培養後の推定精巣索領域内に存在することが⽰さ
れた。これらの結果から，雄の左⽣殖腺で重層化し肥厚した⽪質はその退⾏過
程で精巣索と接続すること，ならびに接続した精巣索内へと DMRT1 発現上⽪
細胞が移⾏しセルトリ細胞に分化することが⽰唆された。 
本研究は，ニワトリの精巣に上⽪細胞由来のセルトリ細胞が存在することを
提唱する初めての報告であり，脊椎動物におけるセルトリ細胞の起源を理解す
る上で重要な知⾒となることが期待される。 
 
本章の内容は，Developmental Dynamics 246, 148–156. 2017 で公表している。 
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総括ならびに結論 
 
性決定および性分化に関する研究が各脊椎動物種において⾏われた結果，そ
れらにおける⽣殖腺形成機構は多種多様であることが明らかとなった。加えて，
その共通原理を理解するためにはそれらの機構を個別に明らかにしていく必要
性が認識されるようになった。実際，脊椎動物で初めて同定された性決定遺伝
⼦ SRY/Sry は哺乳類のみが有する遺伝⼦であり，胎盤を獲得したことで新たな性
決定機構が作り出されたことが想定されている（Wolf, 1999; Cutting et al., 2013）。
しかしながら，⿃類のモデル動物であるニワトリは，有精卵が簡単に⼊⼿でき
胚への操作もしやすいことから古くより発⽣学研究に利⽤されてきたにもかか
わらず，その⽣殖腺形成機構に関する研究が他の脊椎動物種と⽐べて遅れてい
るのが実情である。そこで本研究では，⿃類における⽣殖腺形成機構の解明を
⽬指しニワトリ胚をモデル動物として研究を⾏った。 
第 1 章では DMRT1 の発現に関わる基礎的知⾒を得るため，その発現動態を
詳細に検索した。ニワトリ胚の⽣殖腺における DMRT1 の発現は，マウスにおけ
る報告と同様，雄のセルトリ細胞および雌雄⽣殖細胞においてみられた。また，
雌の⽣殖細胞における減数分裂の開始に伴う DMRT1 の発現消失もマウスのそ
れと類似していた。これらのことから，⿃類における DMRT1 の役割は哺乳類と
同様であることが⽰唆された（Omotehara et al., 2014）。⼀⽅で，哺乳類とは異な
る点として，雄のセルトリ前駆細胞における DMRT1 の発現が SOX9 の発現よ
り早期にみられることが挙げられる（Oréal et al., 2002; Smith et al., 2003）。この
ことは，DMRT1 が精巣化誘導に中⼼的な役割を有する⿂類と同様であることか
ら，⿃類における精巣化誘導にも DMRT1 は中⼼的な役割を有していると考え
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られる。しかしながら，その発現を遺伝的雄個体で⾼発現させる機構には不明
な点が残されていることから，今後の分⼦⽣物学的⼿法の発展に伴って，DMRT1
の発現調節機構の詳細が明らかになることが期待される。 
第 2 章では，第 1 章で検索した DMRT1 の発現に左右差を⾒出したことに端
を発し，左精巣⽪質で DMRT1 を発現する上⽪細胞の運命追跡を試みた。雄左⽣
殖腺の⽪質は，はじめ重層化した円柱上⽪細胞で構成されるが，発⽣が進むに
つれて退⾏し，最終的には単層扁平上⽪となる。その過程で，⽪質と精巣索が接
続しており，DMRT1 は⽣殖腺の腹側領域に存在する円柱および⽴⽅上⽪細胞に
おいて発現していた。それらは⽪質から精巣索へと vimentin 陽性の細胞質を伸
ばし，デスモゾームを介して隣接するセルトリ細胞と接着していた。器官培養
の結果，培養開始時に蛍光⾊素で標識された上⽪細胞が，培養後の左⽣殖腺髄
質の推定精巣索領域に認められた。これらの結果から，左精巣の⽪質を構成す
る DMRT1 発現上⽪細胞は精巣索へと移動しセルトリ細胞に分化すること，な
らびにこのような上⽪細胞の消失を経て⽪質が退⾏し，最終的には左右で同様
の形態を⽰す精巣が形成されることが⽰唆された。従来，ニワトリでは上⽪細
胞由来のセルトリ細胞は存在しないとされていた。しかしながら，本研究によ
って初めて，ニワトリ胚においても上⽪細胞由来のセルトリ細胞が左精巣には
存在することが⽰唆された（Omotehara et al., in press）。 
そもそも，なぜ⿃類の⽣殖腺には左右差が存在するのだろうか。⼀説には，⾶
ぶことに適応したためであるとされる。その根拠として，ほとんどの現⽣の⿃
類では左側にのみ卵巣および卵管が形成されること，ならびに，⾶翔能⼒を持
たない恐⻯の化⽯からは左右両側に卵殻がみつかったのに対し，1 億 2,500 万年
前に存在した⿃類の祖先の化⽯では左側にのみ卵殻が認められたことが挙げら
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れる（Zheng et al., 2013）。しかしながら，獲物を捕らえるためにむしろ速く⾶ぶ
必要がある猛禽類の多くは両側に卵巣を有し，反対に⾶べない⾛⿃類のうちキ
ーウィを除いた他の種が左側にのみ卵巣を有すること（Kinsky, 1971; Reed Jr et 
al., 2011）は，⾶翔能⼒と⽚側卵巣との間に明確な関連があるとはいえない例と
なっている。あるいは，主にカルシウムでできた壊れやすい卵殻で覆われた⼤
きな卵を体内で安全に保持するためには，両側ではなく⽚側の卵管でのみ卵を
産⽣することに繁殖戦略上のメリットがあるのかもしれない（Guioli et al., 2014）。
実際，ニワトリはアリゲーターよりも体が⼩さいにもかかわらず，両者はほぼ
同じ⼤きさの卵を産⽣する（Zheng et al., 2013）。他の仮説として，カルシウム貯
蔵庫としての働きを有する⾻の多くが⿃類では含気⾻となっているため，カル
シウム要求量の⼤きな卵を左右同時に産⽣するのが難しい可能性が挙げられる
（Zheng et al., 2013）。 
いずれの理由にせよ，左右⾮対称な⽣殖腺の発⽣が必要なのは雌で，雄には
不要であると考えられる。しかしながら，左右⾮対称性を⽣み出す遺伝⼦群が
働くのは発⽣の初期で，⽣殖腺の性決定以前の発⽣イベントである（Raya et al., 
2004）。実際，そのような遺伝⼦群のうち PITX2 が左⽣殖腺⽪質の肥厚化に重要
な働きを有するが，それは⽣殖隆起が形成される時点で左側に限局して発現す
るため，遺伝的雌個体だけでなく雄個体においても⽪質が肥厚する（Guioli and 
Lovell-Badge, 2007; Ishimaru et al., 2008; Rodríguez-León et al., 2008）。この⽪質は
⽣殖腺の性決定後，雌ではさらに肥厚化する⼀⽅で，雄では退⾏する。このよう
な現象は⽣殖道の発⽣においてもみられ，雄の精巣上体・精管等の原基となる
ウォルフ管および雌の卵管・⼦宮等の原基となるミュラー管は，発⽣初期には
雌雄ともに形成されるが，⽣殖腺の性決定後，どちらかは発⽣を続け，⼀⽅は退
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⾏する。すなわち，左右⾮対称性を⽣み出す遺伝⼦群のうち PITX2 を雌雄とも
左⽣殖腺で働かせることで⽪質を肥厚させ，⽣殖腺髄質の性決定後に⽪質の運
命を決定する機構が進化したものと考えられる。 
この差を⽣み出すものとして，エストロゲンの作⽤が重要であると考えられ
る。曝露時期によって影響の⼤きさは変化するが，エストロゲンやその受容体
である ERα（estrogen receptor, alpha）のアゴニストへの曝露により遺伝的雄個体
でも⽪髄質を有する卵巣が形成される（Brunström et al., 2009）。反対に，エスト
ロゲン合成に必要な酵素であるアロマターゼの阻害剤を投与すると遺伝的雌個
体で⽪質の退⾏した精巣が形成される（Elbrecht and Smith, 1992; Vaillant et al., 
2001）。すなわち，遺伝性決定を⾏う⿃類ではあるが，遺伝的な性，すなわち性
染⾊体から転写，翻訳される DMRT1 による転写調節をエストロゲンの作⽤が
上回ることが強く⽰唆される。ニワトリ胚におけるアロマターゼは，性決定後
の雌左右卵巣の髄質に発現し（Smith et al., 2005），ERα は雌雄とも性決定以前よ
り左右髄質および左⽪質において発現する（Andrews et al., 1997; Ishimaru et al., 
2008）。さらに，DMRT1 の過剰発現によりアロマターゼ発現が抑制される
（Lambeth et al., 2014）ことから，以下の性決定機構が推察される。すなわち，
遺伝的雄個体では性決定以前より DMRT1 を⾼発現させることでアロマターゼ
発現，ならびにそれに続くエストロゲンの合成を抑制し，HEMGN および SOX9
などの精巣化遺伝⼦を発現上昇させ精巣化を誘導する。⼀⽅，雌では，DMRT1
は発現するもののアロマターゼ発現を抑制できる量には達せず，髄質でアロマ
ターゼが発現することでエストロゲンが合成されるようになり，このエストロ
ゲンの結合した ERα が卵巣化を誘導する。 
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そのエストロゲンの作⽤は左⽣殖腺の⽪質にも及び，雌の左卵巣⽪質では細
胞増殖等が促進され，さらに肥厚することになる。⼀⽅，雄ではエストロゲンが
作⽤しないため，細胞増殖ではなく migration などのシグナルが促進され，上⽪
細胞は精巣索へと移⾏することが考えられる。これには⼀部の上⽪細胞で発現
する DMRT1 が重要な役割を有しているのかもしれない。また，興味深いこと
に，雌の左卵巣で減数分裂を開始するのは腹内側に位置する卵祖細胞であり，
雄左精巣で DMRT1 を発現するのも腹内側の⼀部の上⽪細胞であった。それぞ
れ時期は異なるものの，⽪質内で上⽪細胞の性質が⼀様ではないことが⽰唆さ
れることから，腹内側領域にのみ働きかけるモルフォゲンのような液性因⼦の
存在が推察される。⽣殖腺は中胚葉由来であるにもかかわらず，その形成には
発⽣初期に隣接する内胚葉から分泌される SHH の濃度勾配が極めて重要な役割
を有している（Yoshino et al., 2016）。このことから，発⽣が進んだ後の左⽣殖腺
⽪質に働きかける因⼦として，屈曲する背側腸間膜や，その⼀部で左体腔へと
突出するようになる膵臓や脾臓の原基から分泌される液性因⼦の関与が想定さ
れる。今後，このような左右差に着⽬した研究を⾏うことで，セルトリ細胞への
分化を誘導する働きを有する新たな因⼦の発⾒につながるかもしれない。 
本研究では，⿃類において最も有⼒な精巣化決定因⼦として挙げられる
DMRT1 の発現動態の詳細を明らかにすることができた。また，さらなる解析に
より⾒出した DMRT1 発現の左右差と，これまで⾒過ごされていた雄⽣殖腺の
左右差に着⽬することで，左精巣の⽪質を構成する DMRT1 発現上⽪細胞が精
巣索へと移動しセルトリ細胞に分化すること，すなわち，ニワトリにおける上
⽪細胞由来のセルトリ細胞の存在を⽰唆する結果が得られた。これらの研究に
よって明らかとなった⿃類の⽣殖腺形成機構の⼀端は，脊椎動物の⽣殖腺形成
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機構における基本原理を理解する⼀助になると考えられ，医学，獣医学，畜産学
の発⽣学や繁殖学領域における貢献が期待される。 
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Abstract 
 
Mechanisms of gonadogenesis in the vertebrates are exceedingly diverse although they 
commonly possess the testis or ovary as a reproductive organ. Therefore, we today 
recognize the necessity to explore the mechanism in each animal for understanding its 
basic principle. However, the mechanisms of the sex determination and establishment of 
the gonadal morphology remain unclear in the avian species, although the chicken 
embryo has been used for the experiment in the field of developmental biology as a model 
animal of them for a long time. To reveal them, the gonadogenesis in the chicken embryo 
was investigated in this study. 
 
Several sex determining genes have been identified among the vertebrates whose sex 
was genetically established. Although the sex of the avian species including the chicken 
was also determined by the inheritance of the sex chromosome, the mechanisms 
underlying the sex determination in the birds were not understood well. Recent study 
indicated the possibility that DMRT1 was a testis-inducer in the chicken, but its gene 
regulation and function have not been established yet. In this study, the spatiotemporal 
expression patterns of DMRT1 protein were investigated throughout the embryonic 
development using immunohistochemistry to obtain the basic information for the 
regulation of its expression. DMRT1 was expressed in the gonadal somatic cells at higher 
level in the male than in the female even before the gonadal sex determination, consistent 
with the idea that it is a master gene to induce testicular development in the chicken. In 
addition, its expression was observed in the germ cells of both sexes after the sex 
determination period, and the expression level was strengthened as the development 
proceeded. Whereas the strong expression of DMRT1 was retained in the germ cells of 
males, it was lost in those of females at the central part of the cortex in the left ovary just 
before the onset of meiosis. Because these expression patterns observed in the chicken 
embryo were similar to those in the fetal mouse, the role of DMRT1 in the germ cells 
during embryonic development was suggested to be similar between the chicken and 
mouse: DMRT1 suppresses the entry into meiosis and promotes the development of 
spermatogonia in the male, and, on the other hand, meiosis is correctly induced by 
DMRT1 in the female. Furthermore, DMRT1 expression was found in the coelomic 
epithelial cells and mesenchymal cells around the Müllerian duct as early as its formation. 
It was stronger in the male than in the female as was in the gonadal somatic cells, but 
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decreased in accordance with the regression of the duct in the male, suggesting that 
DMRT1 may be associated with the degeneration of the male Müllerian duct. 
Alternatively, the recent report indicated its requirement for the formation of the duct to 
induce the cell migration from coelomic epithelium into the mesenchyme. Taken together, 
these spatiotemporal expression patterns of DMRT1 in the urogenital tissues provide 
basic and necessary information for the future study about gene regulation and 
gonadogenesis in the chicken embryo. 
 
Left-right asymmetry is observed in the gonads of most avian species including the 
chicken. The indifferent gonad in the chicken embryo is composed of the epithelial layer, 
known as the cortex, and the underlying mesenchyme, called medulla, and the cortex is 
multilayered and thickened only in the left gonad despite of the lack of its thickening in 
the right. Because the cortex continues to develop in the left ovary but the right one ceases 
proliferation, female chickens have a functional ovary only on the left side. On the other 
hand, males possess bilateral testes due to the decrease of the left cortex and development 
of the medulla of both sides after the onset of the testicular development. Thus, left-right 
asymmetry in the gonad is remarkable in the female, and many researchers have been 
fascinated to investigate the ovarian asymmetry. In the present study, however, the left-
right asymmetry in the developing testis was focused on. The expression patterns of 
DMRT1 examined in the former part were reconsidered, and the multilayered epithelial 
cells in the cortex of the male left gonad were found to express DMRT1 in addition to 
Sertoli cells in the medulla of both sides. After the gonadal sex determination, the 
morphology of the epithelial cells in the left cortex changed from columnar to cuboidal 
and finally squamous shape, and the number of them, which was larger than that in the 
right at the indifferent period, gradually decreased to the same level as in the right. During 
this decrease of the left cortex, DMRT1 was expressed in the columnar and cuboidal 
epithelial cells but not in the squamous ones. Interestingly, the connection between the 
cortex and testis cord was found at the part without basal membrane under the cortex, 
and DMRT1 expressing epithelial cells and Sertoli cells in the testis cord were 
continuously localized at such a connected part. The strong expression of vimentin, which 
was a marker for migration of the epithelial cells, was detected in the columnar and 
cuboidal epithelial cells, and some of them elongated their cytoplasms into the medulla. 
Such epithelial cells were also found under the electron microscopy. Many cytoskeletal 
filaments were running in their elongated cytoplasms and desmosome-like structure was 
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observed on the cell membrane between the tip of the cytoplasm and the neighboring 
Sertoli cell. After the organ culture, the left cortical cells were translocated into the 
presumptive testis cord. Taken together, the multilayered and thickened epithelial cells in 
the cortex of the male left gonad were suggested to migrate into the testis cord which was 
connected with the cortex and to differentiate into Sertoli cells after the onset of the testis 
differentiation. Previous reports showed that Sertoli cells in the mouse and turtle stemmed 
from the coelomic epithelial cells at the early stage, but in the chicken, nephrogenous 
mesenchyme, not epithelium, contributed to them. Therefore, the present study first 
revealed that the Sertoli cells which originated from the gonadal epithelium were also 
contained in at least left testis even in the chicken. 
 
The present study revealed the spatiotemporal expression patterns of DMRT1 protein 
in the chicken embryo in detail. Further observation found the asymmetric expression of 
it in the developing testes, and the DMRT1-expressing epithelial cells in the cortex of the 
left testis was demonstrated to migrate into the testis cord and contribute to the Sertoli 
cell. This means that there are Sertoli cells derived from the epithelium of the gonad even 
in the chicken testis. Taken together, this study provides basic information about 
formation of the gonad in the chicken embryo and can help to understand the nature of 
gonadogenesis in the vertebrates.  
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付図および付図説明 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
図 1．E4.5（A, E），E6.5（B, F），E8-9（C, G）および E15（D, H）の左⽣殖腺
における DMRT1 の局在： 
 
E4.5以降の発⽣段階における⽣殖腺の体細胞の核（⽮印）に陽性反応が検出
され，E6.5以降の発⽣段階では⽣殖細胞（⽮尻）においても認められる。いず
れの発⽣段階においても体細胞における陽性強度は雌（E-H）より雄（A-D）
で強い。雄の⽣殖細胞における陽性強度はE8-9でセルトリ細胞（⽮印）におけ
る陽性強度と同程度であり（C），E15では⽣殖細胞の⽅が強い（D）。雌の⽣殖
細胞における陽性強度は⽪質（c），髄質（m）ともにE6.5（F）よりE8-9（G）
の⽅が強く，E15では弱い陽性を⽰す⽣殖細胞が⽪質内に認められる。破線は
⽪髄質の境界を⽰す。 
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図 2．E12（A），E13（B），E15（C）および E17（D）の左卵巣における DMRT1
の局在： 
 
E12では⽪質（c）に存在するすべての⽣殖細胞が陽性を⽰し（A），E13では
⽪質の中央部に存在する⼀部の⽣殖細胞が陰性を⽰す（B）。E15では陰性を⽰
す⽣殖細胞の⽅が多くなり（C），E17ではほぼすべての⽣殖細胞が陰性を⽰す
（D）。髄質（m）に散在する⽣殖細胞はどの発⽣段階でも陽性を⽰す。⽪質で
陰性を⽰す⽣殖細胞が存在する範囲を⽰す両⽮印が，発⽣が進むにつれて⻑
くなっている（B-D）。 
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図 3．E4.5（A-D），E7.5（E-H），E8.0（I-L）および E13（M-P）のミュラー管
における DMRT1 の局在： 
 
E4.5のtubal ridge（t）において雌雄とも陽性反応が検出され，その強度は雌
（C, D）より雄（A, B）で強い。E7.5のミュラー管では周囲の間充織（MDM，
⽮印）および体腔上⽪（MCE，⽮尻）において雌（G, H）より雄（E, F）で強
い陽性が認められる。E8.0では雄の両側ミュラー管で退⾏が始まっており，ほ
とんどの陽性反応がMCEに限局している（I, J）。雌ではE7.5とE8.0で陽性パタ
ーンに変化は認められない（K, L）。E13では雄の左右および雌の右ミュラー管
が結合組織性の遺残物となっており，雄ではMCE，雌ではMDEおよびMCEに
おいて弱い陽性反応が検出される（M-P）。 
 
w：ウォルフ管，Bars = 25 µm 
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図 4．ニワトリ胚の泌尿⽣殖器における DMRT1 の時空間的および性⼆型性発
現様式の概略： 
 
線の幅は雌雄におけるDMRT1の相対的な発現強度を⽰している。 
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図 5．精巣⽪質における DMRT1 の時空間的発現様式： 
 
E4.5 以降，髄質のセルトリ細胞だけでなく，左⽣殖腺⽪質（両⽮印）の腹側
（図の上側）に位置する円柱および⽴⽅上⽪細胞（⿊⽮尻）においても陽性反
応が検出されるが，右精巣および E13 以降の左精巣において扁平化した上⽪
細胞ではほとんど認められない（⽩⽮尻；A-J）。E4.5 において，陽性反応が中
腎領域に存在する間葉細胞においても検出される（⽮印；A, B）。⽪質と精巣
索（TC）の DMRT1 陽性細胞が連なって存在する領域が観察される（マゼン
タ⽮印；E, G）。DMRT1（緑），AMH（⾚）および fibronectin（⻘）に対する三
重染⾊では，実際に⽪質と精巣索が接続しており，⽪質直下の精巣索内に
AMH 陰性の DMRT1 陽性細胞が観察される（⽮印；K, K’）。 
 
Bars = 50 µm (A-D, K), 25 µm (E-J), 10 µm (K’) 
 
左精巣における全上⽪細胞数ならびにDMRT1陽性上⽪細胞の割合をLおよ
びMに⽰す。各データは平均値±標準誤差で⽰しており，各個体の数値を丸（左
精巣）または菱形（右精巣）でプロットしている。 
  
 
 
 
 
Developmental Dynamics 246, 148‒156. 2017から⼀部改変して転載 
 
  
 
図 6．精巣⽪質における vimentin の時空間的発現様式： 
 
E8.0の左精巣⽪質においてほとんどの円柱および⽴⽅上⽪細胞が強い陽性
を⽰し（⽮尻），その中には髄質へと細胞質を伸⻑させているものも認められ
る（⽮印；A, B）。左精巣において，vimentin（マゼンタ），DMRT1（緑）およ
びfibronectin（⻘）に対する三重染⾊により，髄質のfibronectin陰性領域に向か
って細胞質を伸⻑させているvimentinおよびDMRT1陽性の上⽪細胞（⽮印），
ならびに⽪質直下に存在するvimentinおよびDMRT1陽性の円形の細胞が観察
される（⽮尻；C）。右精巣ではvimentinに強陽性を⽰す細胞は認められない（D）。
E13では左右とも扁平化した上⽪細胞において陰性を⽰す（E, F）。 
 
Bars = 10 µm 
  
 
 
  
 
図 7．E7.5 の左精巣⽪質付近における上⽪細胞の超微形態： 
 
精巣索近傍で重層化している上⽪細胞が観察され，その細胞質は精巣索
（TC）のセルトリ細胞と⽐べて低い電⼦密度を⽰す（A）。セルトリ細胞に向
かって細胞質を伸⻑させている上⽪細胞も観察され（⽩⽮印；B），その細く伸
びた細胞質内には多くの細胞⾻格線維（⿊⽮印）が，隣接するセルトリ細胞間
の細胞膜上にはデスモゾーム様構造（⿊⽮尻）が認められる（C, D）。DはC内
の⿊枠内の拡⼤像を⽰す。⽪質から精巣索にかけて基底膜が連続している（⽩
⽮尻；D）。 
 
Bars = 10 µm (A, B), 1 µm (C, D) 
  
 
  
図 8．In vitro における左精巣⽪質の上⽪細胞運命の追跡： 
 
器官培養法の概略をAに⽰す。⽣殖腺（Gon）を隣接する中腎（Mes）ととも
に摘出し，⽪質を含むそれらの表⾯をPKH26で標識する。破線で囲まれた⽣殖
腺中腎領域を切り出し，培養液中の1.5%アガロースゲルブロックに掘った溝
に静置して培養する（A）。PKH26標識後は⽣殖腺表⾯の⽪質が標識される（B）。
In vivoでは，AMHはE6.0で検出されず，E6.5，E7.0と発⽣が進むにつれて陽性
強度が強くなる（C-E）。E6.0から24時間培養した⽣殖腺において弱いAMHの
陽性が検出される。点線は⽣殖腺と中腎との境界を⽰す（F, G）。培養後の⽣
殖腺において，fibronectinの陽性（緑）により⽪髄質の境界が⽰される（破線；
H）。その連続切⽚において，髄質にDMRT1陽性（緑）かつPKH26（マゼンタ）
標識細胞（⽮印）が認められる（I）。 
 
Bars = 50 µm (B-G), 10 µm (H, I) 
  
 
  
 
図 9．ニワトリ胚の⽣殖腺形成過程における細胞動態： 
 
未分化⽣殖腺は体腔上⽪（Coelomic epithelium：CE，オレンジ）および中腎
に分化する細胞集団の⼀部（Nephrogenous mesenchyme：NM，⻘）の細胞移⾏
により形成される（A）。CEは間質の未同定の細胞に分化する⼀⽅で，NMは
セルトリ細胞およびステロイドホルモン産⽣細胞に分化する（Sekido and 
Lovell-Badge, 2007，B）。加えて，左精巣においてのみ，肥厚した⽪質でDMRT1
を発現する⼀部の上⽪細胞（マゼンタ）が精巣索内（⽔⾊）へと移⾏する（B）。
肥厚した⽪質は次第に扁平化し，最終的には右精巣と同様の形態となる。しか
しながら，左精巣にのみ上⽪細胞由来のセルトリ細胞が含まれる（C）。 
 
  
 
 
 
 
